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Dedico este trabalho a vida, algo tdo surpreendente e
misterioso que tentamos insistentemente decifrar

e compreender durante toda nossa existéncia,

mas que poucos tém a oportunidade

de reescrever...
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"O modo de olhar e as conversagdes que guiam esse olhar configuram o que se vé ... Ainda
mais, 0 modo de olhar ndo apenas determina o que se vé e se faz, mas também determina o

que se pergunta e o que se explica".

Humberto Maturana



AGRADECIMENTOS

A minha familia, fonte de toda minha forca e determinacdo. Aos meus pais, Heli e Maria,
irmdos Franklin e Ronnie, cunhadas Claudia e Claudiméia, e namorado Gladison, obrigada
pelas palavras de incentivo e apoio incondicional, por me levantarem e me carregarem quando

eu ndo conseguia mais caminhar... Devo a vocés 0s passos que me conduziram até aqui.

Aos meus sobrinhos, Guilherme, Thais e Gustavo, por recarregarem minha energia a cada

semana e me proporcionarem momentos de muita alegria e de descontragao.

Aos meus primos Fabricia e Filipe e tia Nedite por estarem sempre ao meu lado, me

incentivando e torcendo pelo meu sucesso.

Aos meus amigos Alessandro, Alessandra, Luana e Monalisa por me ajudarem desde os
primeiros desafios, ouvirem minhas lamuarias e me fazerem acreditar que amanha tudo sera

melhor...

A professora Claudia Rocha Carvalho por me receber em seu laboratério sem restricoes,
conviver com minha inexperiéncia e direcionar pacientemente minha formacéo cientifica, mas
mais do que isso, por me mostrar que o conhecimento ndo traz consigo a arrogancia, o

egocentrismo e a indelicadeza.

Ao professor Nelson Monteiro Vaz por destravar meu modo de pensar me ajudando a
entender o que n&o esta escrito nas linhas e entrelinhas de um livro ou artigo. Por me ensinar a
caminhar em sentido oposto ao das idéias acostumadas ampliando minha capacidade de ver o

que esta |4, mas é percebido por poucos...

Ao caro amigo Daniel Almeida Galdino, que apesar do pouco tempo de convivio, sempre me
disse as palavras certas nas horas certas. Obrigada pelo incentivo e disponibilidade em ajudar.
Aos grandes amigos Geraldo Magela de Azevedo Junior, Claudiney Melquiades Rodrigues,
Thiago Cantaruti Anselmo e Raquel Alves Costa pela disponibilidade e paciéncia de cada um
em compartilhar comigo o conhecimento que adquiriu durante anos de estudos. De cada um

de vocés pude extrair diferentes ensinamentos que contribuiram de maneira crucial para o



desenvolvimento deste trabalho e de minha formacéo cientifica. Além disso, obrigada pelos
momentos que passamos juntos, Nos quais Sorrimos, nos estressamos, nos surpreendemos, Nos

emocionamos... enfim fizemos da construcdo da ciéncia algo mais humano.

A Mariana Resende, pela paciéncia em me ajudar a dar meus primeiros passos em direcio ao

desenvolvimento deste trabalho e, mesmo de longe, torcer pelo meu sucesso.

Aos amigos do antigo Laboratorio N3-140 pela companhia e palavras de incentivo.



RESUMO

Feridas de pele em mamiferos adultos geralmente resultam numa cicatriz com a substitui¢do
do tecido original por matriz extracelular rica em colageno, mas em embrides € frequente a
regeneracdo do tecido original. A auséncia ou diminui¢éo do infiltrado inflamatdrio na leséo
tem sido correlacionada com maior ocorréncia de regeneracdo ou uma melhora da
cicatrizagdo. O Horménio Alfa-Melanécito Estimulante (a-MSH) € produzido no sistema
nervoso central e também por células do sistema imune ou na pele e um dos seus efeitos é
estimular a sintese de eumelanina. A a¢do do a-MSH ocorre por meio de sua ligacdo aos
receptores de melanocortinas (MC-R), expressos em diferentes células da pele, além de
macrofagos, mastocitos e linfécitos T. A proteina agouti € um antagonista dos MC-R1 e MC-
R4 e sua ligagdo a estes receptores na pele inibe a producdo da eumelanina. O a-MSH
também tem amplos efeitos anti-inflamatorios e pode inibir a sintese de citocinas, tais como
IL-1, TNF-a, IFN-y ou mediadores inflamatorios tais como, prostaglandinas e histamina.
Testamos se a inje¢do intraperitoneal de a-MSH ou de agouti, 30 minutos antes da realizagédo
de lesdes cutdneas em camundongos C57BL/6 adultos alteram o infiltrado leucocitario e a
deposicdo de matriz extracelular no dias 3 e 40 apds a lesdo. A administracdo de 125mg/kg da
proteina agouti ndo alterou o nimero (média =+ SEM) de leucdcitos (agouti 4,12 + 0,28 vs
controle 4,64 + 0,34) e de mastocitos (agouti 11,0 + 1,22 vs controle 9,5 £ 0,95) no terceiro
dia apds a lesdo. Também ndo alterou significativamente a area da cicatriz medida 40 dias
apos a lesdo, seja macroscopicamente (agouti 11,78 + 0,48 vs controle 12,92 +1,05) ou
microscopicamente (agouti 0,30 + 0,03 vs controle 0,33 £ 0,02). Entretanto a administracao
de 1,0 mg/kg de a-MSH reduziu significativamente o nimero de leucécitos (a-MSH 2,05 +
0,06 vs controle 4,64 + 0,34) e mastocitos (a-MSH 5,5 £ 0,27 vs controle 9,5 £0,95) 3 dias
apos realizagdo da lesdo e a area de cicatriz medida macroscopicamente (a-MSH 9,24 + 0,65
vs controle 12,92 + 1,05) e microscopicamente (a-MSH 0,22 + 0,01 vs controle 0,33 + 0,02)
40 dias ap6s a mesma. A injegdo de a-MSH resultou em uma melhor organizacao das fibras
colagenas e um aumento da quantidade de colageno III (a-MSH 0,78 £+ 0,1 vs controle 0,51 +
0,06) sem alterar a quantidade de colageno I (a-MSH 0,55 £ 0,05 vs controle 0,60 + 0,1) 40
dias apds a lesao.

Palavras chaves: Reparo de feridas, cicatrizacdo, hormonio alfa-melandcito estimulante,

neuropeptideos, inflamacao



ABSTRACT

Skin wound healing in adult mammals frequently result in scar tissue formation where
collagen replaces the original tissue, whereas wound closure in fetal skin heals with
regeneration of the original tissue. Reduction or alteration in the inflammatory cell
composition after wound has been correlated with regeneration or reduction of scar tissue
formation. Alpha-melanocyte stimulating hormone (a-MSH) is produced in the central
nervous system as well as by immune cells or in the skin where it can stimulate eumelanin
production. The action of a-MSH is mediated by melanocortins receptors (MC-R1 and MC-
R4) expressed on skin cells, macrophages, mast cells and T-lymphocytes. Agouti is one
antagonist of MC-R1 and MC-R4 and binding of agouti to these skin receptors inhibits
eumelanin production. Alpha-MSH also has broad anti-inflammatory effects inhibiting the
production of pro-inflammatory cytokines, prostaglandins and histamine. We tested if the
intraperitoneal injection of a-MSH or agouti, 30 minutes before skin lesion in C57BL/6 adult
mice, would alter the inflammatory infiltrate and extracellular matrix deposition as observed 3
and 40 days after lesion. The injection of 125 mg/Kg of agouti did not change leukocyte
(mean + SEM - agouti 4,12 + 0,28 vs control 4,64 + 0,34) or mast cell (agouti 11,0 = 1,22 vs
control 9,5 £ 0,95) numbers 3 days after the lesion. Nor did the injection of agouti change scar
area measured macroscopically (agouti 11,78 + 0,48 vs control 12,92 +1,05) or
microscopically (agouti 0,30 + 0,03 vs control 0,33 £ 0,02) 40 days after the lesion. However,
the injection of 1,0 mg/kg of a-MSH significantly reduced leukocyte (a-MSH 2,05 £ 0,06 vs
control 4,64 + 0,34) and mast cell (a-MSH 5,5 £ 0,27 vs control 9,5 +£0,95) counts 3 days after
the lesion and also reduced scar area 40 days after the lesion measured either macroscopically
(a-MSH 9,24 £ 0,65 vs control 12,92 £+ 1,05) or microscopically (a-MSH 0,22 + 0,01 vs
control 0,33 + 0,02). In addition, a-MSH injection resulted in better collagen deposition,
increased collagen III (a-MSH 0,78 = 0,1 vs control 0,51 + 0,06) without alteration in
collagen I (a-MSH 0,55 + 0,05 vs control 0,60 £ 0,1), 40 days after the lesion.

Keywords: wound repair, alpha-melanocyte stimulating hormone, neuropeptide,

inflammation
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1 -REVISAO DE LITERATURA

1.1 - Sobre a pele: um dos érgéos de interface entre corpo e meio ambiente

A pele é um 6rgdo que recobre toda a superficie externa do corpo e permite a
interface deste com o meio ambiente(Brodell and Rosenthal 2008). Ela é constituida pela
epiderme, uma camada mais superficial, de origem ectodérmica, composta por um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado, que pode ser dividido em cinco camadas
morfologicamente distintas: cornea, lucida, granulosa, espinhosa e basal. Ao longo destas
camadas sdo encontradas quatro populacgdes distintas de células: os queratindcitos, presentes
em todas as camadas, as células de Langerhans, presentes na camada espinhosa, 0s
melandcitos e as células de Merkel, presentes na camada basal(Gartner and Hiatt 2007;
Junqueira and Carneiro 2004; McGrath et al, 2008; Pagnano et al, 2009).

Logo abaixo da epiderme, localiza-se a derme, uma camada de origem mesodérmica,
composta por um tecido conjuntivo denso ndo modelado, onde se podem encontrar diferentes
populacdes celulares, tais como fibroblastos, macréfagos e mastdcitos, entre outras, alem de
vasos sanguineos e nervos. Em sua interface com a epiderme pode-se observar a formacao de
projecdes denominadas cristas ou papilas, motivo pelo qual esta camada € chamada de derme
papilar. Nesta regido encontra-se um tecido conjuntivo frouxo constituido por delgadas fibras
de colageno 1, colageno Il e fibras elasticas. Além disso, ligando a epiderme a derme
encontram-se fibrilas de ancoragem, constituidas por coldgeno do tipo VII. Mais
profundamente, abaixo da derme papilar encontra-se a derme reticular formada por espessas
fibras de colageno I e fibras elasticas entrelacadas, além de proteoglicanos, ricos em dermatan
sulfato. Esta regido da derme contém estruturas derivadas da epiderme, tais como glandulas
sudoriparas, foliculos pilosos e glandulas sebaceas(Bensouilah et al, 2006; Brodell and
Rosenthal 2008; Gartner and Hiatt 2007; Junqueira and Carneiro 2004; McGrath et al, 2008).

Abaixo da pele encontra-se a hipoderme ou paniculo adiposo, uma camada de tecido
conjuntivo frouxo contendo quantidades variaveis de tecido adiposo. Em alguns animais,
como camundongos e coelhos, abaixo da hipoderme é possivel observar a presenca de uma
camada vestigial de musculo estriado, denominada paniculo carnoso(Darwin 2000; Gartner
and Hiatt 2007; Jugueira and Carneiro 2004; McGrath et al, 2008; Pagnano et al, 2009).
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Fisiologicamente a pele é responsédvel por processos de extrema importancia para
manutenc¢do do viver, tais como a sintese de vitamina Ds, regulagdo da temperatura corporal,
excrecdo, protecdo contra desidratacdo e agressdes de natureza quimica, fisica ou bioldgica,

entre outros(Bensouilah et al, 2006; Gartner and Hiatt 2007; Juqueira and Carneiro 2004).

1.2 - O processo de reparo de feridas de pele

Diante das importantes funcdes desempenhadas pela pele a ocorréncia de uma leséo
que resulte na ruptura de sua integridade fisica pode acarretar sérias consequéncias ao
organismo. Desse modo um processo de reparo que restabeleca de maneira satisfatdria a
integridade desse 6rgdo se faz extremamente necessario.

Em mamiferos, o reparo de pele, bem como de outros 6rgdos, € um processo
fisiologico intrincado e bem orquestrado que envolve a secrecdo de diferentes fatores de
crescimento, citocinas, entre outras substancias(Pagnano et al, 2009; Rolfe and Grobbelaar
2012), bem como a participacdo de variados tipos celulares durante uma coordenada e
sobreposta cascata de eventos que podem ser separados em trés estagios:
hemostasia/inflamacgéo, proliferacdo e remodelamento(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al,
2008; Pagnano et al, 2009; Schreml et al, 2010).

Imediatamente ap6s a ocorréncia de uma ferida inicia-se uma série de eventos que
inibem o sangramento e impedem a entrada de microorganismos, bem como o extravasamento
de plasma e liquido tissular(Bielefeld et al, 2012; Rubin et al, 2006). Tais eventos englobam a
vasoconstri¢ao, ativacdo da cascata de coagulacdo, agregacgédo e degranulacdo de plaquetas e
resultam na formacédo do coégulo de fibrina, o qual, nestes momentos iniciais, atua como uma
matriz provisoria auxiliando a migragdo de células inflamatdrias(Bielefeld et al, 2012; Rubin
et al, 2006; Satish and Kathju 2010; Schreml et al, 2010; Schultz et al, 2011). Além de
participarem ativamente da formacdo do coagulo de fibrina, as plaquetas sdo responsaveis
pela liberacdo de fatores de crescimento e citocinas que atuam na atividade de fibroblastos e
fornecem estimulos quimiotaticos para neutréfilos, outros fibroblastos e mondécitos(Moulinet
al, 1998). A ativacdo do sistema complemento e produtos da degradacdo bacteriana também
atuam no recrutamento de neutréfilos para o local da ferida(Gurtner et al, 2008).

Inicialmente uma resposta inflamatéria neutrofilica aguda liquefaz o tecido necroético

(Rubin et al, 2006) removendo fragmentos bacterianos ou corpos estranhos que se localizem
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no leito da ferida(Bielefeld et al, 2012). A fibronectina, proveniente do plasma extravasado,
se liga a fibrina, a alguns componentes da matriz extracelular (MEC), tal como o colageno e
as membranas celulares facilitando a fagocitose. Além disso, a fibronectina, bem como os
restos celulares e produtos bacterianos atuam como quimioatraentes para variados tipos
celulares, dentre eles os mondcitos(Rubin et al, 2006).

Durante a fase inflamatoria, que ocorre de 2 a 3 dias apds o surgimento da lesdo, os
monacitos diferenciam-se em macrdfagos e atuam como fagocitos ingerindo debris celulares,
neutrofilos mortos, além de secretarem colagenases, fatores de crescimento e citocinas
importantes para o recrutamento de fibroblastos, movimento de ceélulas epiteliais e
angiogénese(Bielefeld et al, 2012; Rubin et al, 2006; Satish and Kathju 2010). A acdo de
neutrofilos ou macrofagos, caso seja muito intensa ou prolongada, pode resultar na formacao
de uma cicatriz indesejada, hipertréfica(Satish and Kathju 2010). Por outro lado, a redu¢édo do
namero de macrofagos presentes na area da ferida durante os estagios iniciais do processo de
reparo ocasiona uma reducdo na extensao da cicatriz formada(Lucas et al, 2010).

Outro tipo celular que pode regular a formagdo ou ndo de cicatriz durante o processo
de reparo € o mastocito. Wulff e colaboradores, em 2012, demonstraram que feridas de
embrides de camundongos que se encontram em um estagio do desenvolvimento no qual ndo
ha formacdo de cicatriz apresentam um menor nimero de mastocitos, quando comparados a
feridas de embrides que reparam com a formacdo de cicatriz, por volta do 18° dia do
desenvolvimento. Além disso, a extensdo da cicatriz formada em fetos de camundongos Kit
WW-v - deficientes em mastdcitos, é significativamente menor quando comparados a fetos do
tipo selvagens, Kit **(Wulff et al, 2012).

Por volta do segundo dia apds o surgimento da ferida inicia-se a fase proliferativa
que é caracterizada pela re-epitelizacdo da epiderme, reconstitui¢cdo da derme juntamente com
a angiogénese. Os novos brotos de capilares associados com fibroblastos e macréfagos déo
origem ao tecido de granulacdo, que atua como um substrato para a migracdo dos
queratindcitos, os quais proliferam, diferenciam e recompdem a barreira funcional do
epitélio(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 2008). Os fibroblastos recrutados para o leito da
ferida proliferam e secretam proteinas da MEC(Bielefeld et al, 2012). O coagulo de fibrina
comeca entdo a ser destruido por agio das metaloproteinases e da fagocitose. A medida que a
fibrina vai sendo removida, ocorre a deposicdo de uma matriz temporaria formada por

variantes imaturas ou embrionérias da MEC, tais como a fibronectina e colageno do tipo Ill,
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além de proteoglicanos e coladgeno do tipo I(Bielefeld et al, 2012; Clark 1990; Ffrench-
Constant et al, 1989; Rubin et al, 2006).

Alguns fibroblastos aumentam os niveis de expressdo de moléculas de adeséo e
diferenciam-se em miofibroblastos, células contrateis com altos niveis de a-actina de musculo
liso (a-SMA), que contribuem para a aproximagao das bordas da ferida e juntamente com os
fibroblastos atuam na sintese e alinhamento das fibras de colageno(Gurtner et al, 2008; Hinz
2007; Satish and Kathju 2010).

Por volta de duas a trés semanas ap0s a ferida inicia-se a fase de remodelamento, que
pode durar indefinidamente sem que a regido ferida alcance a forca da pele intacta, ndo
lesionada(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 2008; Pagnano et al, 2009). Neste periodo os
processos ativados logo ap6s a lesdo comecam a cessar. A maioria das células encontradas no
leito da ferida sofre apoptose (Desmouliere et al, 1995) e esta regido passa a se constituir
principalmente por colédgeno e outras proteinas de matriz. Na verdade, a reorganizacdo desta
matriz envolve a degradacdo e substituicdo da MEC imatura ou embrionéria, rica em
fibronectina e colageno tipo 111, por colageno tipo I, cujas fibras apresentam uma organizagédo
em bandas(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 2008). Juntos estes eventos Sdo responsaveis
pelo aumento da forga de tensdo, diminuicdo do tamanho da cicatriz e reducdo dos sinais
inflamatorios resultando na formacdo de um tecido cicatricial acelular que € bem diferente da
pele ndo lesada(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 2008; Pagnano et al, 2009; Satish and
Kathju 2010).

Usualmente em humanos adultos o reparo resulta na formacdo de uma cicatriz que
frequentemente se torna contraida e menos resistente a tensdo. Este novo tecido é, em sua
maioria, formado por fibroblastos que depositam uma MEC desorganizada e rica em
coldgeno. Em alguns casos a partir de uma hiperproliferacdo de fibroblastos ha uma deposicao
excessiva de colageno que pode resultar na formacéo de cicatrizes hipertréficas ou queldides.
Embora ambos apresentem-se elevados, a cicatriz hipertréfica se restringe as margens da
lesdo inicial e frequentemente tende a uma regressdo espontanea, enquanto os queldides
apresentam margens que ultrapassam a lesdo inicial, ocasionam dor e ndo regridem de
maneira espontanea (Gauglitz et al, 2011). Por outro lado, durante o desenvolvimento
embrionario/fetal o reparo da pele pode reconstruir completamente a arquitetura do tecido
original em um processo chamado regeneracao(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 2008).

Uma das hipdteses para explicar como o resultado final do processo de reparo é

diferentemente determinado durante a ontogénese envolve o sistema imune, uma vez que
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fetos, cujo sistema imune ainda encontra-se imaturo, e camundongos adultos atimicos (nude-
nu) reparam a pele sem a formacéo de cicatriz(Bielefeld et al, 2012; Gawronska-Kozak et al,
2006; Gurtner et al, 2008). De fato, o reparo de feridas fetais ndo apresenta uma fase
inflamatdria aguda como ocorre em adultos(Armstrong and Ferguson 1995; Cowin et al,
1998; Hopkinson-Woolley et al, 1994; Rolfe and Grobbelaar 2012) estando as células imunes,
tais como macréfagos e mastdcitos, reduzidas e menos ativadas(Cowin et al, 1998;
Hopkinson-Woolley et al, 1994; Wulff et al, 2012). Da mesma forma o perfil de expresséo e a
concentracdo de alguns fatores de crescimento e citocinas sdo diferentes durante o reparo fetal
e adulto(Cowin et al, 1998; Rolfe and Grobbelaar 2012). Por exemplo, a pele fetal apresenta
menores niveis de TGF-B1 e maiores niveis de TGF-B3 durante o reparo, quando comparado
com o reparo em adultos(Soo et al, 2003).

Assim como mostrado para o processo inflamatorio, os componentes da MEC, tais
como a tenacina-C e alguns tipos de colageno, sdo depositados diferentemente em feridas
fetais e de mamiferos adultos. Por exemplo, enquanto a expresséo de tenacina-C é detectada,
em fetos, nas margens da ferida uma hora apos a realizacdo da mesma, em adultos ela s6 é
observada vinte quatro horas apos a realizacdo da lesdo (Whitby and Ferguson 1991). Em
relacdo as fibras de colageno, lesbes em pele de fetos apresentam uma maior relacdo entre
colageno 111/l quando comparados a feridas realizadas em mamiferos adultos(Namazi et al,
2011). Interessantemente, a deposicdo de colageno ndo difere apenas na proporcdo de
colageno 11/1 ou em sua distribuicdo espacial e temporal, mas a organizacdo das fibras
também apresenta variacGes significativas. Em feridas fetais o colageno depositado apresenta
um padrdo reticular indistinguivel das fibras encontradas no tecido adjacente a lesdo,
enquanto que em feridas no adulto estas fibras apresentam-se organizadas em bandas
alinhadas paralelamente a epiderme(Bielefeld et al, 2012; Rolfe and Grobbelaar 2012; van
Zuijlen et al, 2003).

1.3 — Neuropeptideos e a pele

Trabalhos recentes mostraram que ha um retardo no tempo de fechamento de lesbes
cutaneas ap6s a desnervacdo da pele (Martinez-Martinez 2012), o que impede também a
regeneracdo de membros em anfibios urodelos, tais como as salamandras (Dresden 1973).
Interessantemente andlises do blastema durante a regeneracdo dos membros posteriores de
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larvas de Xenopus mostraram um aumento da expressdo da pro-opiomelanocortina (POMC),
precursor de alguns peptideos hormonais, dentre eles 0 horménio alfa-melandcito estimlulante
(a-MSH) (King et al, 2003).

A interligacdo entre inervacao e reparo de lesGes deve ocorrer através da liberacdo de
neuropeptideos, um grupo heterogéneo de moléculas polipeptidicas constituidas por
aproximadamente 5 a 50 aminoécidos, produzidos a partir de grandes precursores, 0s quais
sdo clivados e frequentemente modificados apds a traducdo(Hoyer and Bartfai 2012; Scholzen
et al, 1998). Na pele, os neuropeptideos sdo sintetizados e liberados predominantemente por
pequenos neurdnios aferentes ndo mielinizados, as fibras C, e em menor quantidade, pelas
pequenas fibras mielinizadas Ad. Além disso, 0s neuropeptideos podem ser produzidos por
células da pele, tais como queratindcitos, células endoteliais e fibroblastos, bem como células
do sistema imune, residentes ou que infiltram na pele sob condi¢des inflamatorias(Scholzen et
al, 1998).

Diversos trabalhos tém mostrado que certas doencas de pele, tais como psoriase e
dermatite atdpica, apresentam um componente neurogénico(Auriemma et al, 2012; Lotti et al,
1995; Luger 2002; Roosterman et al, 2006; Scholzen et al, 1998). Além disso, 0s
neuropeptideos tém sido relacionados a processos inflamatérios, angiogénicos e
fibroproliferativos em lesdes cutaneas(Hiltz and Lipton 1990; Hocking et al, 2010; Kokot et
al, 2009).

1.4 — Hormonio Alfa-Melandécito Estimulante (a-MSH)

Dentre os varios neuropeptideos o hormonio a-MSH, uma melanocortina natural,
tem se destacado por apresentar ampla atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora(Brod
and Hood 2008; Eves et al, 2006; Hiltz and Lipton 1990; Jahovic et al, 2004; Luger et al,
2000; Raap et al, 2003). Ele é um tridecapeptideo originado a partir do processamento pds-
traducional da POMC pela acéo proteolitica de uma familia de convertases prohorménios,
dentre elas as enzimas PC1 e PC2/7B2(Benjannet et al, 1991; Bohm et al, 2006; Brzoska et
al, 2008; Seidah et al, 1999).

Embora originalmente descrito na glandula pituitaria, atualmente sabe-se que o a-
MSH ¢ sintetizado por células da pele, tais como queratindcitos, células de Langerhans,

melanadcitos, células do foliculo piloso, células endoteliais da microvasculatura dermal, além
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de células do sistema imune, tais como mondcitos e linfocitos(Bohm et al, 1999; Catania and
Lipton 1993; Harvey et al, 2012; Lipton and Catania 1997; Luger et al, 2000; Luger et al,
1997; Muffley et al, 2011; Thody et al, 1983)

O peptideo a-MSH se liga a receptores especificos localizados na superficie das
células alvo, os receptores de melanocortinas (MC-R), os quais pertencem a superfamilia de
receptores acoplados a proteina G e possuem sete dominios transmembrana. Existem cinco
subtipos de receptores de melanocortinas, MC-1R a MC-5R, 0s quais S0 expressos em
diferentes células e apresentam afinidades distintas para o a-MSH(Brzoska et al, 2008; Luger
and Brzoska 2007).

O MC-1R ¢é expresso em células de diferentes tecidos, dentre elas células da pele,
tais como melandcitos(Thody et al, 1993), queratindcitos(Moustafa et al, 2002; Muffley et al,
2011), fibroblastos(Bohm et al, 1999), basofilos(Bohm et al, 2012), células endoteliais e
celulas da unidade pilosebacea. Além disso, o MC-1R é expresso também por
macrdéfagos/monacitos, linfdcitos, neutrofilos, mastdcitos e células dendriticas(Becher et al,
1999; Bohm et al, 2006; Brzoska et al, 2008; Catania et al, 1996; Neumann Andersen et al,
2001). Inicialmente acreditou-se que a principal funcdo do MC-1R estava relacionada a
regulacdo da fisiologia da pele e a melanogénese, porém sua expressao em células do sistema
imune associada a uma significante reducdo da ativagéo e translocacdo de NF-kB sugerem sua
ativa participagdo na inflamagdo(Maaser et al, 2006; Manna and Aggarwal 1998). Dentre as
melanocortinas o peptideo a-MSH é o que apresenta maior afinidade pelo MC-1R(Brzoska et
al, 2008; Luger 2002; Maaser et al, 2006), assim tem sido sugerido que ele exerca seu efeito
anti-inflamatorio, em partes, atraves da ligacao e ativacdo de MC-1R.

O MC-2R se liga especificamente ao hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH), mas
ndo em outras melanocortinas. Ele é expresso em células da glandula adrenal, onde atua na
producdo e liberacdo de esterdides, e também em queratindcitos, linfocitos, adipocitos e
células B do pancreas(Luger 2002; Maaser et al, 2006).

Ambos MC-3R e MC-4R sdo expressos na musculatura esquelética e no sistema
nervoso central (SNC), onde regulam o comportamento alimentar. H4 também evidéncias da
expressao de MC-3R em macrofagos e linfocitos sugerindo que ele medeie alguns dos efeitos
anti-inflamatorios do a-MSH. Além disso, 0 MC-3R também é expresso no tecido cardiaco,
onde participa da regulacdo das funcdes cardiovasculares(Getting et al, 2003; Maaser et al,

2006), enquanto o MC-4R é expresso em linfdcitos e células das papilas da derme. O a-MSH
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apresenta uma afinidade menor ou igual ao ACTH para o0 MC-3R, ja para 0 MC-4R estes
hormdnios apresentam uma afinidade igualmente forte(Brzoska et al, 2008).

O MC-5R atua na regulacdo da secrecdo das glandulas sebaceas e termoregulacéo.
Camundongos mutantes para 0 gene Mc-5r apresentam uma reducdo na secrecdo das
glandulas sebacea (Chen et al, 1997; Maaser et al, 2006). Além disso, MC-5R também é
expresso em mastocitos, macrofagos e linfécitos(Brzoska et al, 2008; Maaser et al, 2006).
Nas células B ¢ T a ligacao de a-MSH ao receptor MC-5R ativa a via JAK/STAT, o que
sugere uma acdo imunomodulatéria deste receptor(Buggy 1998). O peptideo a-MSH
apresenta uma afinidade maior ou igual ao do ACTH para o MC-5R(Brzoska et al, 2008).

A maioria dos efeitos anti-inflamatérios do o-MSH in vitro foi encontrada
juntamente com a expressdo de MC-1R(Luger and Brzoska 2007). Dentre eles tem sido
demonstrado que este peptideo € capaz de suprimir a producéo de citocinas proinflamatorias,
tais como IFN-y(Luger et al, 1993), TNF-a(Hill et al, 2006), IL-1p (Bohm et al, 1999),
bem como de outros mediadores inflamatorios, tais como prostaglandina(Nicolaou et al,
2004), espécies reativas de oxigénio (Oktar et al, 2004) e histamina(Adachi et al, 1999), além
de induzir a producédo de IL-10(Bhardwaj et al, 1997; Redondo et al, 1998). Adicionalmente
a-MSH ¢é capaz de inibir a ativacdo de NF-«xB, por meio do aumento dos niveis intracelulares
de CAMP, impedir a degradacdo da subunidade inibitoria IkBa ¢ a translocagao da subunidade
p65 de NF-kB para o nicleo em células monociticas humanas da linhagem U937(Manna and
Aggarwal 1998) e células endoteliais da microvasculatura dermal (Kalden et al, 1999).

Ainda in vitro, foi demonstrado que a-MSH suprime a proliferacdo de linfocitos T
(Cooper et al, 2005) e a ativacdo de baséfilos humanos induzida por alérgeno(Bohm et al,
2012), os niveis de expressdo das moleculas de adesdo E-selectina, VCAM(Kalden et al,
1999), ICAM-1(Morandini et al, 1998) e de moléculas coestimulatorias, tal como
CD86(Bhardwaj et al, 1997).

Estudos in vivo mostraram que 0 neuropeptideo a-MSH apresenta uma potente
atividade antipirética(Daynes et al, 1987; Martin and Lipton 1990). Além disso, o tratamento
com este peptideo é capaz de inibir a inflamacdo aguda, como demonstrada pela reducéo do
edema de pata induzido pela injecéo de carragenina(Hiltz and Lipton 1990), a inflamagéo
alérgica das vias aéreas (Raap et al, 2003) e suprimir a sintese de colageno, reduzindo a
fibrose tecidual em modelo murino de esclerodermia(Kokot et al, 2009).

Na pele o a-MSH atua na sintese de eumelanina, na regulacdo da proliferacéo e
diferenciacdo de queratindcitos e melandcitos, alem de modular a producdo de citocinas por
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células endoteliais e fibroblastos(Scholzen et al, 1998). Também foi demonstrado que ele é
capaz de induzir células T reguladoras imunossupressoras in vitro e in vivo, as quais inibiram
a progressdo da inflamacéo de pele, semelhante a psoriase, em camundongos, e suprimiram a
proliferacdo e secrecdo de citocinas por células T-helper-17 (Th17) de pacientes com psoriase
(Auriemma et al, 2012).

Durante a fase inicial do reparo de lesdes de pele, Muffley e colaboradores, em 2011,
mostraram a expressdo do receptor MC-1R ¢ seu ligante a-MSH, tanto em células

inflamatdrias, quanto em queratindcitos da lingua epitelial, na area da ferida.

1.5 — A proteina agouti

A proteina agouti € uma molécula de sinalizacdo paracrina secretada por células da
papila dermal, adjacentes aos melandcitos(Bultman et al, 1992; Lu et al, 1994; Ollmann et al,
1997). E expressa na regido do foliculo piloso, onde afeta a pigmentacdo da pele por ser um
antagonista de MC-1R(Bultman et al, 1992; Lu et al, 1994). A ligacdo de a-MSH ao receptor
dispara a elevacdo dos niveis de cAMP e ativagdo da tirosinase, enzima limitante da
velocidade de melanogénese, resultando na producéo de eumelanina. Na presenca de agouti, a
sintese de eumelanina é desligada e a via padrdo de producdo da feomelanina é
ativada(Dinulescu and Cone 2000).

Em roedores Agouti é expresso somente na pele, em humanos, entretanto, AGOUTI
tem um amplo padréo de distribuicdo, sendo expresso no tecido adiposo, nos testiculos, nos
ovarios, coracdo e em niveis mais baixos nos rins e figado(Kwon et al, 1994). Sua exata
funcdo bioldgica permanece desconhecida, uma vez que parece ndo desempenhar nenhum
papel na pigmentacdo humana(Dinulescu and Cone 2000).

Estudos in vitro usando proteina recombinante de rato mostraram que agouti € um
potente antagonista de MC-1R e MC-4R (faixa nanomolar), um antagonista relativamente
fraco de MC-3R e um antagonista muito fraco para 0 MC-5R. Estudos farmacoldgicos de
agouti murino demonstraram que seu mecanismo de agdo € um classico antagonismo
competitivo pelos receptores de melanocortina(Kiefer et al, 1998; Lu et al, 1994; Willard et
al, 1995).

A andlise funcional da proteina de sinalizacdo agouti (ASP) recombinante, o

homologo humano da proteina agouti murina, indica um perfil farmacolégico semelhante. Em
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humanos ASP é um antagonista potente de MC-1R e MC4-R e um antagonista relativamente
fraco em MC-3R e MC5-R. O antagonismo competitivo de ASP € evidente, no entanto,
apenas para MC1-R (Yang et al, 1997).
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2 —JUSTIFICATIVA

Atualmente diversos trabalhos tém mostrado que o sistema imune é fundamental para
se determinar a qualidade do processo de reparo, principalmente no que diz respeito a
extensdo da cicatriz formada e capacidade de recuperacdo, anatdbmica e funcional, de 6rgéos e
tecidos lesionados. Durante o processo de reparo de feridas cutaneas a auséncia de um
processo inflamatério ou a reducdo do mesmo tem sido correlacionada a maior capacidade
regenerativa observada em fetos ou um melhor processo de cicatrizagcdo em adultos.

O hormoénio a-MSH apresenta intensas propriedades anti-inflamatorias, € produzido
na pele e ja foi demonstrado sendo capaz de melhorar algumas alteragdes inflamatdrias neste
6rgdo. Logo, investigar se este peptideo é capaz de alterar a inflamagdo durante as fases
iniciais do reparo de lesbes cutaneas, de modo que resulte em uma melhora da cicatriz
formada, pode contribuir para ampliar a compreensao a respeito do processo de cicatrizacdo
de feridas e sua relacdo com o sistema imune.

Segundo a Sociedade Internacional de Cirurgia Plastica Estética (ISAPS), o Brasil
ocupa o segundo lugar no ranking mundial de cirurgias plasticas (ISAPS 2010), entre 0s
quais, de acordo a Sociedade Brasileira de Cirurgia Plastica (SBCP), cerca de 73% sdo
estéticas e 27% de reparacdo (SBCP 2009). Assim, aliado a necessidade de ampliar o
conhecimento sobre como o sistema imune pode interferir diretamente no processo de reparo
e considerando que o nimero de cirurgias plasticas realizadas no mundo tem aumentado a
cada ano a prevencdo ou reducdo da formacdo de cicatrizes, em alguns casos hipertroficas,

ap0Os uma cirurgia é uma importante area de interesse da cirurgia plastica.
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3 —-O0OBJETIVOS

3.1 —Objetivo Geral

Avaliar se a inje¢cdo do o-MSH ou de agouti, minutos antes da realizacdo de uma leséo

cuténea, altera a cicatrizagdo em camundongos adultos.

3.2 — Objetivos especificos

A — Investigar se o peptideo a-MSH ou a proteina agouti alteram o nimero de leucécitos,

fibroblastos e mastdcitos na area da cicatrizagdo no terceiro dia apos a leséo.

B — Analisar macroscopica e microscopicamente se o peptideo a-MSH ou a proteina agouti

alteram a area de cicatriz aos 40 dias apos a lesédo.

C — Verificar se o peptideo a-MSH ou agouti alteram a deposicdo de colageno ou o nimero

de fibroblastos presentes na area da lesdo 40 dias ap6s sua realizacéo.

D — Analisar e quantificar a deposicdo de colageno | e Ill na area de cicatriz, 40 dias apds a

realizacdo da ferida cutanea e injegdo de a-MSH.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 — Animais

Camundongos C57BL/6, machos, de 8-10 semanas, obtidos do Centro de Bioterismo
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) foram acomodados no Biotério de
Animais Experimentais do Departamento de Morfologia (Camara Climatizada), alimentados
com racdo padréo para camundongos e dgua de acordo com as recomendacdes do Comité de
Etica em Experimentagio Animal (CETEA) da Pro-Reitoria de Pesquisa da UFMG. Protocolo
CETEA/UFMG namero 7/2009.

4.2 — Organizacado e denominacdo dos grupos experimentais

Durante a realizacdo dos experimentos os animais foram divididos, aleatoriamente,
em grupos de 5 individuos. Apds a realizacdo da lesdo excisional na pele do dorso, os
camundongos foram acomodados em gaiolas isoladas para que fossem minimizadas as
interferéncias no processo de reparo tecidual.

A partir de dados da literatura a dose de proteina agouti administrada nos animais foi
de 125 mg/kg. Para 0 hormoénio a-MSH foi necessario padronizar a dose a ser utilizada uma
vez que haviam dados muito diferentes na literatura. Assim foram testadas 3 doses: 0,5
mg/kg, 1,0 mg/kg e 2,5 mg/kg.

A denominacdo dos grupos durante a realizacdo dos experimentos, bem como 0s

procedimentos aos quais cada um foi submetido séo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 — Grupos experimentais

Grupos Salina 0,9%o(via i.p) Tratamento(via ip)
Pele Intacta - -

Salina + -

a-MSH - 0,5 mg/kg de a-MSH
a-MSH - 1,0 mg/kg de a-MSH
a-MSH - 2,5 mg/kg de a-MSH
Agoulti - 125mg/kg de Agouti

4.3 — Injecao de salina 0,9%

Na mesma data em que os animais dos grupos experimentais foram injetados com o
horménio a-MSH ou com o antagonista agouti, os do grupo salina receberam uma injecéo

intraperitonial (i.p.)contendo 200 pL de salina 0,9%.

4.4 — Tratamentos experimentais

Os animais do grupo experimental a-MSH receberam 0,5mg/kg, 1,0mg/kg ou
2,5mg/kg do hormonio, por via i.p., 30 minutos antes da realizagdo da ferida excisional. O
peptideo a-MSH (CALBIOCHEM, USA) foi ressuspendido em agua Mili-Q, em uma
concentracdo de 1mg/mL, aliquotado e armazenado a -20°C.

Os animais do grupo experimental agouti receberam125mg/kg desse antagonista, por
via i.p., 30 minutos antes da realizacdo da lesdo. Esta proteina (PHOENIX
PHARMACEUTICALS, INC, USA) foi ressuspendida em salina, em uma concentracdo de
100ug/mL, aliquotada e armazenada a -20°C.
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4.5 — Protocolo experimental

A figura 1 apresenta, de maneira resumida, os principais procedimentos realizados
durante a elaboracdo deste trabalho.

1°) Registro digital da regido contendo a

. . ferida
3 dias apos
) > 2°) Fixacdo em Formalina de Carlson, pH
1 7,0.
3°) Incluséo em parafina
4°) Cortes transversais de 5 ym
C57BL/6, machos, 5°) Coloragdo HE ou azul de toluidina
8-10 semanas
&,
NN
30 minutos =
— —_— —_
) 1°) Registro digital da regido contendo a
AN ferida
2°) Fixagdo em Formalina de Carlson, pH
Salina, a-MSH ou —» 70.
agouti(i.p) .
3°) Incluséo em parafina
4°) Cortes transversais de 5 pm
5°) Colorag&o tricromatico de Gomori
40 dias apnds

1°) Registro digital da regido
contendo a ferida

2°) Fixagdo em DMSO/Metanol.

39) Incluséo em paraplast
4°) Cortes transversais de 5 pm

5°) Imunofluorescéncia para colageno
lell

Figura 1 — Protocolo experimental.Os principais procedimentos realizados estdo esquematizados
nesta figura.

4.6 — Ferida excisional

Os camundongos foram anestesiados pela injecdo i.p. de 0,10 ml de uma solucéo de
cloridrato de ketamina (97 mg/Kg) (Dopalen injetavel-Vetbrands) e Xilazina (16,5 mg/Kg)
(Dopaser solucdo injetavel) diluidos 1:3 em salina fisiologica. Apds a anestesia, foi feita a
tricotomia e limpeza da pele com alcool 70%, e, posteriormente, realizada a ferida na pele do
dorso do animal com o auxilio de um punch dermatoldgico, cujo didametro é de 6,5mm, figura
2.
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Figura 2 — Esquema de realizacéo da ferida excisional na pele do dorso de camundongos. Em 2A
o animal encontra-se em decubito ventral, anestesiado, com o pélo da regido dorsal raspado
(tricotomia). Em seguida a pele da regido dorsal é alinhada com o plano mediano do corpo do animal,
figura 2B. Posteriormente, em declbito lateral, com o auxilio de um punch dermatoldégico cujo
didmetro é de 6,5 mm, figura 2C, 2 lesGes excisionais sdo realizadas na pele do dorso, figura 2D, nas

quais sdo retiradas a epiderme, derme, hipoderme e paniculo carnoso.
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4.7 — Periodo p0s-operatorio

Logo apos realizacdo das lesbes cutaneas dorsais, enquanto estavam sob o efeito da
anestesia, os animais tiveram os olhos cobertos com algodéo embebido em salina 0,9% para
evitar que os mesmos pudessem sofrer um ressecamento ocular, o que poderia resultar em
uma posterior cegueira. Durante todo o periodo de recuperacdo pos-operatoria gotas de salina
0,9% foram adicionadas ao algodao para que 0 mesmo pudesse permanecer imido.

Durante a recuperagdo apds o procedimento cirirgico o0s animais foram
acondicionados no interior de uma estufa, mantida com a porta semi-aberta, com a
temperatura de aproximadamente 36°C, até que apresentassem mobilidade suficiente para

serem acondicionados individualmente em suas gaiolas.

4.8 — Periodo apds recuperacdo cirdargica

Os animais foram mantidos individualmente por trés ou quarenta dias com agua e

racao ad libitum até o momento do sacrificio para coleta da pele com a regido lesionada.

4.9 — Coleta da regido lesionada e processamento histoldgico

Trés ou quarenta dias apos a realizacdo das feridas excisionais, 0s animais foram
anestesiados, a regido contendo a leséo foi fotografada e coletada para anélise histopatoldgica.
Em todos os experimentos as feridas do lado esquerdo dos animais foram colocadas em papel
filtro, fixadas em Formalina de Carson em Tamp&ao Milloning (pH 7.0) por 24h e em seguida
transferidas para um recipiente contendo alcool 70%. As feridas do lado direito dos animais
foram colocadas em papel filtro, fixadas em DMSO 20% + Metanol 80% a -80°C e
criosubstituidas por seis dias.

Apols a fixacdo cada ferida, seja esquerda ou direita, coletada 3 dias apds sua
realizacéo, foi cortada ao meio, perpendicularmente ao plano antero-posterior, como mostra a

figura 3.
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Fixacdo em Formalina
de Carson

Fixacdo em
DMSO+Metanol

Figura 3 - Coleta da &rea contendo a ferida cuténea 3 dias ap0s sua realizagéo

As feridas coletadas 40 dias ap6s sua realizacdo também foram cortadas ao meio

apos fixacdo, porém paralelo ao plano lateral, como mostra a figura 3.

e ‘w
—— ——
i
&
A 4 \ 4
Fixacdo em

Fixacdo em

Formalina de Carson DMSO + Metanol

Figura 4 - Coleta da &rea contendo a ferida cuténea 40 dias ap6s sua realizagéo.

Posteriormente uma das metades fixadas em Formalina de Carson foi submetida aos

seguintes procedimentos:
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1°) Desidratacdo: imersdo em uma série gradual de alcodis (80% - 100%), a temperatura
ambiente, por 30 minutos cada.

2°) Diafanizacdo: imersdo em uma sequiiéncia de trés recipientes contendo xilol em
temperatura ambiente, por 20 minutos cada.

39 Infiltracdo: imersdo em uma seqléncia de trés recipientes contendo parafina a uma
temperatura de 56° C, por 20 minutos cada.

49) Inclusdo: em parafina a uma temperatura de 56°C.

Apbs a inclusdo, foram realizados cortes histologicos com uso do Micrétomo Semi
Automéatico (Microm — HM 335 E) na espessura de 5um. Esses cortes foram corados com
hematoxilina e eosina (HE), tricromatico de Gomori ou azul de toluidina para avaliacdo
histopatoldgica.

Para realizacdo da técnica de imunofluorescénciaos tecidos coletados quarenta dias
apos a lesdo, apds imersdo em DMSO 20% + metanol 80%, por seis dias e acondicionados a -
80°C para criosubstituicdo, foram transferidos para uma temperatura de -20°C onde
permaneceram por 24h. Posteriormente foram submetidos as seguintes etapas:

1?) Desidratacdo: imersdo em uma sequiéncia de trés recipientes contendo alcool absoluto, a
temperatura ambiente, por 30 minutos cada.

2%) Diafanizacdo: imersdo em uma sequénciade dois recipientes contendo xilol a temperatura
ambiente, por 30 minutos cada.

3% Infiltracdo: imersdo em recipientes contendo 50% de Xilol+50% de Paraplast Plus, a uma
temperatura de 63°C, por 12 horas. Posteriormente os tecidos foram imersos em uma
sequéncia de dois recipientes contendo somente paraplast, a uma temperatura de 63°C, por
trinta minutos cada.

43) Inclusédo: em Paraplast a uma temperatura de 63°C

Posteriormente a inclusdo, foram realizados cortes histolégicos com uso do
Micrétomo Semi Automatico (Microm — HM 335 E) na espessura de 5um. Na seqiiéncia os
tecidos foram submetidos a técnica de imunofluorescéncia para analise das fibras de colageno
lelll



35

4.10 — Técnica de imunofluorescéncia indireta

Depois de seccionados, os tecidos foram submetidos as seguintes etapas:
1%) Desparafinizacdo: imersdo em uma sequéncia de trés recipientes contendo xilol a
temperatura ambiente, por 5 minutos.
2%) Hidratacdo: imersdao em uma série gradual de alcoois (25%-100%). Posteriormente em
agua a temperatura ambiente por 3 minutos e em seguida em PBS a temperatura ambientes
por 3 minutos.
3% Bloqueio: primeiramente a regido ao redor dos cortes foram secas, 0S mesmos
circundados com uma caneta hidrofébica e, posteriormente, 50 pL de uma solucdo de
bloqueio constituida de PBS/BSA 1% + Tween 20 0,1%, a temperatura ambiente, foi
adicionada e permaneceu sobre os mesmos por 60 minutos.
4%) Incubagdo — anticorpo primario: a regido ao redor dos cortes foi seca, 0S mesmos
circundados com uma caneta hidroféobica e, posteriormente, 50 puL de uma solucdo contendo o
anticorpo primario diluido em PBS com BSA 0,1% e Tween 20 0,01% foi adicionada e os
mesmos acondicionados a 4°C overnight.
5%) Lavagem: as laminas foram imersas trés vezes em PBS, a temperatura ambiente, por 5
minutos cada.
6%) Incubacdo — anticorpo secundario: a regido ao redor dos cortes foi seca, 0S mesmos
circundados com uma caneta hidrofébica e, posteriormente, 50 puL de uma solucdo contendo o
anticorpo secundario diluido em PBS com BSA 0,1% e Tween 20 0,01% foi adicionada e
permaneceu sobre 0s mesmos por 60 minutos.
7%) Lavagem: as laminas foram imersas trés vezes em PBS, a temperatura ambiente, por 5
minutos cada.
8% Montagem das laminas: as ldminas foram montadas utilizando uma solucdo de glicerina
90%/TRIS 1M 10%, pH 9,0, a 25°C.

As especificacOes dos anticorpos utilizados encontram-se na tabela 2.



36

Tabela 2 — Especificacbes dos anticorpos utilizados na técnica de imunofluorescéncia

indireta
Anticorpos Especificacéo Diluicao Fabricante
Primario Policlonal, coelho anticolageno | 1:50 Rockland
Policlonal, coelho anticolageno 1l 1:50 Rockland
Secundario Policlonal, cabra anti-1gG de coelho 1:200 Molecular
conjugado com Alexa 488 Probes

A denominacdo dos grupos e os tipos de anticorpos adicionados a cada um sdo

mostradas na tabela 3.

Tabela 3 — Grupos e anticorpos utilizados

Grupos Anticorpo primario Anticorpo secundario
Pele intacta - -
Pele intacta - +
Pele intacta + +

Salina + +

a-MSH + +

O grupo controle pele intacta, no qual ndo foi utilizado nenhum anticorpo, primario
ou secundario, permitiu verificar se o tecido, por si sO, possuia autofluorescéncia. O grupo
controle pele intacta no qual foi utilizado somente o anticorpo secundario, permitiu verificar

se 0 mesmo era capaz de se ligar a outra molécula, que ndo o anticorpo primario.

4.11 — Analise histopatologica qualitativa e quantitativa da area da leséo

Atraves da coloragdo de HE foi possivel realizar uma descricdo qualitativa das
regides lesadas, bem como quantificar o infiltrado de leucdcitos e fibroblastos presentes nas
mesmas. A coloracdo de azul de toluidina permitiu a quantificacdo de mastocitos presentes na
area estudada. O tricromatico de Gomori possibilitou uma analise qualitativa da disposicdo
das fibras colagenas depositadas na area lesionada, bem como quantificar a area da leséo.
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Os cortes submetidos a técnica de imunofluorescéncia foram analisados em
microscopio confocal Zeiss 510 Meta. A partir da técnica de imunofluorescéncia indireta foi
possivel analisar, por microscopia confocal, a disposicdo das fibras de colageno | e IllI,
depositadas na area da lesdo, bem como quantificar a presenca de cada uma delas. Para estas
andlises foram determinadas as diluicBes ideais dos anticorpos priméarios e secundario, que

séo apresentadas na tabela 2.

4.12 — Aquisicao de imagens

As imagens dos cortes submetidos as coloracbes de HE, azul de toluidina ou
tricromatico de Gémori foram adquiridas utilizando uma camera Olympus Q Colour 3
acoplada ao microscépio Olympus BX50 conectadas ao computador através do programa Q-
Capture Pro (QImaging, Canada).

As imagens dos cortes submetidos a técnica de imunofluorescéncia foram adquiridos

com a utilizacdo do microscépio confocal Zeiss 510 Meta.

4.13 — Medida da area, em vista macroscopica, da ferida excisional

No terceiro e quadragésimo dia apds a realizacdo das feridas as mesmas foram
fotografadas antes da coleta. Para isso 0s animais foram anestesiados e posicionados ao lado
de uma régua milimetrada. As fotos foram feitas com méaquina digital Sony DSC-F717,
mantida todo tempo a uma distancia constante da regido fotografada, sendo as imagens
posteriormente analisadas com o programa Image Tool Version 3.0 (UTHSCSA, San

Antonio, Texas USA), através do qual a area da lesdo foi determiada em mm?.
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4.14 — Analise morfométrica em microscopia de luz

O namero de leucdcitos, mastocitos e fibroblastos foram determinados na area lesada
3 dias apos realizacdo da ferida, sendo que estas ultimas células também foram contadas apos
40 dias. Para isso foi utilizada a objetiva de 100x e contadas dez areas de 100 um? cada dentro
da regido lesionada, com auxilio de um reticulo acoplado a ocular do microscépio, figura 5.
As areas analisadas foram determinadas seguindo uma linha reta, sempre deslocando o campo
em um unico sentido, com espacamento de 100 a 300 pum entre duas regides analisadas a
depender da caracteristica da regido de reparo, mantendo cinco areas logo abaixo do lingua

epitelial e cinco em uma regido mais inferior.

Figura 5 — Reticulo utilizado para analises morfométricas.O reticulo apresenta uma area de 100

um?2 e é acoplado a ocular do microscépio.

4.15 — Analise em microscopio confocal

Os cortes submetidos a técnica de imunofluorescéncia foram analisados em
microscopio confocal (Zeiss 510META,; Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany). Foram
capturadas de 3 a 5 imagens em diferentes areas da regido de cicatriz. A escolha das areas foi
feita seguindo uma linha reta, sempre deslocando o campo em um Unico sentido. A
intensidade de fluorescéncia foi analisada com auxilio do programa Image Tool Version 3.0
(UTHSCSA, San Antonio, Texas USA) e do programa Zeiss LSM ImageExaminer.

A intensidade de fluorescéncia ¢ fornecida através da unidade “Nivel de Cinza”, que
varia do valor zero (preto) ao valor 255 (branco). Quanto mais proximo ao valor 255, maior a
intensidade fluorescéncia. Para a anélise quantitativa todos os parametros de configuracdo do

microscopio obtidos no inicio da aquisicdo dos dados foram mantidos para cada anticorpo
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usado para as amostras de todos 0s grupos experimentais e controle do anticorpo secundério,

tornando o nivel de fluorescéncia uniforme, confiavel e possivel de comparacao.

4.16 — Andlise estatistica dos resultados

As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa Graphpad Prism5
(GraphPad Software, CA, USA). Uma vez que os dados apresentaram uma distrituicdo normal
(paramétricos) a significancia das diferencas entre os grupos foi determinada através de
andlise de variancia utilizando os testes One-way ANOVA, para andlises de trés grupos ou
Teste T de Student ndo pareado para analise de dois grupos. Foi aplicado o pds-teste
Newman-Keuls. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos e os resultados

foram expressos como a média + SEM.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Padronizacéo da dose do horménio a-MSH

Partindo de dados existentes na literatura testamos trés diferentes doses de a-MSH, 0,5
mg/kg, 1,0 mg/kg e 2,5 mg/kg, para verificar se alguma delas teria efeito no nimero de
leucdcitos encontrados no terceiro dia apds realizagdo da ferida. O horménio foi injetado 30
minutos antes da realizacdo da lesdo em um volume final de 200 ul de solucdo e os animais
do grupo controle foram injetados com 200 pL de salina. Apos 3 dias, as feridas foram
coletadas, processadas e coradas com HE, como descrito em materiais e métodos, para
analises histopatoldgicas e analise morfométrica do nimero de leucdcitos presentes na area
lesionada.

Os animais dos grupos injetados com 0,5 mg/kg e 2,5 mg/kg, de maneira semelhante
aos animais do grupo controle salina, apresentaram alteracfes inflamatorias bem intensas.
Nestes grupos foi possivel observar a presenca de vasos bem dilatados e congestos, a presenca
expressiva de material necrofibrindide (crosta) sobre a area lesada, além de uma grande
guantidade de exsudacdo plasmatica e celular, tabela 4. No grupo injetado com 1,0 mg/kg

estes sinais inflamatorios descritos anteriormente foram menos intensos.

Tabela 4 — Padronizac¢io da dose de a-MSH — anélise semiquantitativa

Grupos Alteracgdes Crosta Exsudato Exsudato
vasculares plasmatico | leucocitario
Salina +++ +++ +++ +++
0,5 mg/kg de a-MSH +++ +++ +++ +++
1,0 mg/kg de a-MSH ++ ++ + +
2,5 mg/kg de a-MSH +++ +++ +++ +++

Considerando que a exsudacdo de leucocitos € o elemento morfoldgico mais
caracteristico das inflamac6es(Rubin et al, 2006), apds analise qualitativa das feridas, foi
realizada uma andlise quantitativa do nimero de leucdcitos presentes na &rea da lesdo. O

namero de células inflamatérias presente no grupo injetado com 1,0 mg/kg foi
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significativamente menor do que oobservado no grupo controle salina, bem como nos grupos

injetados com 0,5 mg/kg e 2,5 mg/kg de a-MSH, figura 6.

D
J

T # 1 Salina
—T1— =31 0,5 mg/kg a.-MSH
34 | *% marg o
Bl 1,0 mg/kg a-MSH
* =

2,5 mg/kg o.-MSH

RN
1

Leucdcitos/um? (x10°%)
N
|

0 ' ...... I .......

3 dias apos a lesé@o

Figura 6 — Injecéo de 1,0 mg/kg de a-MSH diminui o nimero de leucdcitos presentes na area da
lesdo 3 dias apos sua realizacdo, enquanto 0,5 mg/kg e 2,5 mg/kg néo.. Anélise morfométrica do
nimero de leucdcitos 3 dias apds a lesdo + injecdo de salina (barra branca), lesdo + injecdo de 0,5
mg/kg de a-MSH (barra pontilhada), lesdo + injecdo de 1,0 mg/kg de a-MSH (barra preta) ou lesdo +
injecdo de 2,5 mg/kg de a-MSH (barra com linhas horizontais). Dados representam média + erro
padrdo, *p<0,05 1,0 mg/kgde a-MSH ¢é estatisticamente menor que salina, **p<0,05 1,0 mg/kg de o-
MSH € estatisticamente menor que 0,5 mg/kg de o-MSH, #p<0,05 1,0 mg/kg de o-MSH é
estatisticamente menor que 2,5 mg/kg de a-MSH.

5.2 — Determinacéo da area macroscopica da lesédo

No terceiro dias apos realizacdo das feridas e injecdo de 1,0 mg/kg de do hormdnio
a-MSH, 125 mg/kg da proteina agouti ou salina, os animais foram anestesiados e
posicionados em decubito lateral, direito e esquerdo, para que a regido contendo as lesbes
fosse fotografada. Para isso foi utilizada uma cdmera digital mantida a uma distancia
constante dos animais, como descrito em materiais e métodos. A escolha de medir a area da
ferida e ndo do didmetro se deve ao fato de que as lesbes de pele apresentam um formato

relativamente irregular.
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Figura 7 — Injecdo de 125 mg/kg de agouti ou 1,0 mg/kg de a-MSH n&o altera a area das lesdes 3
dias apo6s a realizacdo das mesmas. Vista macroscépica da pele da regido dorsal dos camundongos
contendo a ferida (A-C). Em (D) encontra-se a area da ferida 3 dias ap6s injecdo de salina (barra
branca), injecdo de 125 mg/kg de agouti (barra pontilhada)ou injecdo de 1,0 mg/kg a-MSH (barra
preta). Dados representam média + erro padrdo. As médias ndo foram significativamente diferentes

entre 0s grupos.
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Como mostrado na figura 7, a area de lesdo medida 3 dias apds sua realizagdo, nao

foi significativamente diferente entre os grupos.

5.3 — Determinagdo do namero de leucdcitos e fibroblastos presentes na area da leséo 3
dias apos a injeciao de a-MSH ou proteina agouti.

A anélise histopatoldgica qualitativa da pele coletada no terceiro dia ap6s a lesao e
corada com HE mostrou que o grupo injetado com o neuropeptideo a-MSH, figura 8C e 8F,
apresentou uma menor deposicdo de material necrofibroide sobre a lesdo, alteracdes
vasculares menos acentuadas, como por exemplo, uma reducdo na frequéncia de capilares
intumescidos e vasos congestos, presenca de uma menor area adjacente a leséo rica em células
inflamatorias, bem como um menor exsudado plasmatico e leucocitario constituido por
neutrofilos, macrofagos e linfécitos, figura 8F.

Para realizacdo da analise morfométrica e determinacdo do numero de leucdcitos e
fibroblastos foram contados dez areas de 100 um? cada, em um corte histoldgico, com auxilio
de um reticulo, como descrito em materiais e métodos.

A andlise morfométrica, 3 dias apds a lesdo, confirmou a andlise histopatoldgica,
demonstrando que o grupo injetado com o peptideo a-MSH apresenta uma reducdo
significativa do infiltrado leucocitario, figura 8G, comparado com 0s grupos agouti e controle
salina. Porém, no que se refere ao numero de fibroblastos, ndo foi observada diferenga

significativa entre os grupos, figura 8H.
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Figura 8 - Injecdo de 1,0 mg/kg de a-MSH diminui o nimero de leucdcitos na area da lesao 3
dias apo6s sua realizacdo, mas ndo o de fibroblastos . Aspecto histoldgico da area da ferida 3 dias
apos sua realizacdo nos grupos lesdo + salina (A e D), lesdo + agouti (B ¢ E) ¢ lesdo + a-MSH (C e F).
Anélise morfométrica do numero de leucdcitos (G) e fibroblastos (H) presentes na &rea da leséo 3 dias
apos a realizacdo da mesma nos grupos lesdo + salina (barra branca), lesdo + agouti (barra pontilhada)
e lesio + o-MSH (barra preta). Dados representam média + erro padrdo, *p<0,05 o-MSH ¢é
significativamente menor que o grupo salina, #p<0,05 a-MSH é significativamente menor que o grupo
agouti. Coloracdo HE. Magnificagdo original das microfotografias (A-B-C) 40x e (D-E-F) 100x;
escala da barra (A-B-C) = 10um e (D-E-F) = 10pm.
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Apesar de ndo haver uma diferenca significativa no nimero de leucécitos presente
entre os grupos salina e agouti, figura 8G, o segundo apresenta algumas alteracGes
inflamatdrias mais intensas quando comparado ao primeiro. No grupo tratado com agouti é
possivel observar uma maior deposicao de material necrofibroide sobre as lesdes, uma maior
presenca de exudato plasmético, resultando em uma regido mais edemaciada, nervos
hipertrofiados, frequentemente circundados por células inflamatdrias, além de alteragdes
vasculares mais expressivas, como maior frequéncia de capilares intumescidos e vasos

congestos, figuras 8B e 8E.

5.4 — Determinacdo do numero de mastdcitos presentes na area da lesdo 3 dis apds a

injecdo de a-MSH ou da proteina agouti.

Posteriormente a quantificacdo do nimero de leucécitos presentes na area da lesdo, a
quantificacdo do numero de mastocitos também foi realizada nos grupos injetados com a-
MSH, agouti ou salina. Para isto, a pele coletada no terceiro dia apds a lesdo foi fixada,
submetida a processamento histolégico e corada com azul de toluidina. Para realizacdo da
analise morfométrica foram contadas dez areas de 100 um?2 cada, em um corte histoldgico,
com auxilio de um reticulo, como descrito em materiais e métodos.

Assim como observado na analise morfométrica do nimero de leucdcitos, o grupo o-
MSH apresentou uma reducdo significativa do numero de mastocitos 3 dias apos a lesao,
figuras 9C e 9D.
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Figura 9 - Injecdo de 1,0 mg/kg de a-MSH diminui o nimero de mastdcitos na area da lesdo 3
dias apos sua realizacdo. Aspecto histoldgico da rea da ferida 3 dias apds sua realizagcdo nos grupos
lesdo + salina (A), lesdo + agouti (B) e lesdo + a-MSH (C). Analise morfométrica do numero de
mastocitos 3 dias apds a lesdo nos grupos lesdo + salina (barra branca), lesdo + agouti (barra
pontilhada) e lesdo + a-MSH (barra preta). Dados representam média + erro padrao, *p<0,05 a-MSH é
significativamente menor que salina, #p<0,05 a-MSH ¢é significativamente menor que agoulti.
Coloragéo azul de toluidina. Magnificacdo original das microfotografias (A-B-C) 1000x; escala da

barra (A-B-C) = 10um.
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5.5 — Determinacao macroscépica da area de cicatriz 40 dias apds a lesdo

Diante dos resultados encontrados a partir das andlises histopatologicas, 0s quais
mostram que 1,0 mg/kg do horménio a-MSH foi capaz de reduzir as alteracGes inflamatdrias
ocorridas durante o processo de reparo e sabendo que uma das explicagdes para a capacidade
regenerativa encontrada em fetos relaciona-se, exatamente, com uma reducdo na intensidade
do processo inflamatdrio (Cowin et al, 1998; Rolfe and Grobbelaar 2012) a avaliacdo de uma
fase mais avancada do processo de reparo fez-se necessaria.

Para isso, a-MSH, agouti ou salina foram injetados 30 minutos antes da realizacéo da
ferida. Depois de 40 dias, os animais foram anestesiados e as regides contendo as cicatrizes
foram fotografadas ao lado de uma régua milimetrada com a utilizacdo de uma camera digital
mantida a uma distancia constante das feridas, como descrito em materiais e métodos.

A érea de cicatriz do grupo injetado com o peptideo a-MSH, medida macroscépica,
figuras 10C e 10D, foi significativamente menor quando comparada as areas de cicatrizes
formadas nos grupos injetados com salina, figuras 10A, 10D ou com a proteina agouti, figura
10B, 10D.
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Figura 10 - Injecdo de 1,0 mg/kg de a-MSH reduz a area de cicatriz, visdo macroscopica, 40 dias
apos realizagdo da ferida. Visdo macroscopica da pele de camundongos mostrando a area de cicatriz
40 dias apds a lesdo + injecdo de salina (A), lesdo + agouti (B) e lesdo + a-MSH (C). Medida
macroscopica da &rea da cicatriz 40 dias ap6s a lesdo + salina (barra branca), lesdo +agouti (barra
pontilhada) e lesdo + a-MSH (barra preta). Dados representam média + erro padrdo, *p<0,05 a-MSH
é significativamente menor que o grupo salina, **<0,05 a-MSH ¢é significativamente menor que o

grupo agouti.
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5.6 — Avaliagdo histopatoldgica e determinacdo microscopica da area cicatriz 40 dias
apos a realizacdo da lesdo e injecdo de a-MSH ou proteina agouti.

Como a injecdo de 1,0 mg/kg de a-MSH reduziu a extensdo da area de cicatriz
observada macroscopicamente 40 dias apds a realizagdo das lesdes cutaneas avaliamos
também a matriz extracelular da regido de reparo, se houve a formacdo de algum anexo da
pele ou paniculo carnoso, bem como se a reducdo da area de cicatriz encontrada medida
macroscopicamente poderia ser observada microscopicamente. Para isto a pele foi fixada em
Formalina de Carson e corada com HE ou tricromatico de Gomori, como descrito em
materiais e métodos.

Aos 40 dias apds a lesdo todos os grupos apresentaram o fechamento completo da
epiderme, figura 11, como também pode ser visto nas fotografias da pele da regido dorsal dos
camundongos, figura 10. Embora em todos 0s grupos uma nova epiderme ja havia se formado
40 dias ap0s a lesdo, em nenhum dos grupos analisados foi possivel observar a formacéo de
novas estruturas, tais como foliculos pilosos, glandulas sebaceas ou paniculo carnoso, figura
11.
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Figura 11 — Re-epitelizagdo 40 dias apos a injecdo de salina, 1,0 mg/kg de a-MSH ou 125 mg/kg
de agouti. . Aspecto histologico da area de cicatriz 40 dias apés realizacdo da lesdo + salina (A, D),

lesdo + agouti (B, E), lesdo + a-MSH (C, F). Coloragdo de Hematoxilina e eosina. Magnificagédo
original das microfotografias de (A-B-C) 100x, (D-E-F) 1000x; escala da barra (A-B-C) = 10um, (D-
E-F) = 20pm.
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Por outro lado, uma diferenca bem acentuada na deposi¢do das fibras de coladgeno
pode ser observada, figuras 12 e 13. A pele intacta, apresenta fibras de coldgeno mais
espessas, constituidas de bandas menores e dispostas em um arranjo mais reticular,
entrelacado, figura 13D. J& o grupo salina apresenta uma maior retracdo na regido da ferida
com deposicdo de fibras mais alongadas e delgadas, dispostas paralelamente a epiderme e
extremamente compactadas, figuras 12A e 13A.

O grupo agouti apresenta uma retracdo da pele na area de reparo menos acentuada
guando comparado ao grupo salina, figuras 12A e 12D, respectivamente. No grupo agouti,
figura 13B,as fibras da regido de reparo também sdo mais alongadas e delgadas quando
comparadas com as da pele intacta, aléem de apresentarem uma organizacdo paralela a
epiderme, porém elas sdo mais definidas e estdo dispostas de uma maneira muito frouxa
qguando comparadas as do grupo salina, figura 13A.

O grupo a-MSH, figura 13C, é o que apresenta uma disposi¢cdo morfoldgica das
fibras mais semelhante & pele intacta. E possivel observar que diferentemente do grupo salina,
neste grupo as fibras sdo menores, menos compactas, mais espessas e dispostas de maneira

mais irregular, ndo paralelas a epiderme.
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Figura 12 — Area de cicatriz, visdo microscopica, e organizaco das fibras colagenas 40 dias ap6s
a lesdo . Visdo microscépica da pele de camundongos mostrando a area de cicatriz 40 dias apés a
lesdo + injegdo de salina (A), lesdo + agouti (D) ¢ lesdo + a-MSH (G). Aspecto histoldgico das fibras
coldgenas na area de cicatriz 40 dias ap0s realizacdo da lesdo + salina (A, B, C), lesdo + agouti (D, E,
F), lesdo + a-MSH (G, H, 1), pele intacta (J, K, L). Coloracéo tricromatico de Gémori. Magnificagdo
original das microfotografias de (A-D-G-J) 40x, (B-E-H-K) 400x, (C-F-1-L) 1000x; escala da barra
(A-D-G-J) =20pm, (B-E-H-K) = 10pm, (C-F-I-L) = 10um
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Figura 13 — Injecdo de 1,0 mg/kg de a-MSH melhora a deposicéo das fibras de colageno 40 dias
apos realizacdo da lesdo . Aspecto histoldgico da area de cicatriz 40 dias ap6s realizagdo da lesdo +
injecdo de salina (A), les@o + injecdo de agouti (B), lesdo + injecdo de a-MSH (C), pele intacta (D).
Coloracdo tricromatico de gdmori.Magnificacdo original das microfotografias (A-B-C-D) 1000x;
escala da barra (A-B-C-D) = 20um.
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Assim como mostrado macroscopicamente, a determinagdo microscopica da area de
cicatriz 40 dias apo6s a lesdo foi significativamente reduzida no grupo injetado com 1,0 mg/kg
de a-MSH, figuras 12 e 14, quando comparado com 0s grupos injetados com salina ou 125

mg/kg da proteina agouti.
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Figura 14 - Injecio de 1,0 mg/kg de a-MSH reduz a area de cicatriz, medida microscopica, 40
dias apos realizacao da ferida. Medida microscopica da area da cicatriz 40 dias ap6s a leséo + salina
(barra branca), lesdo +agouti (barra pontilhada) e lesdo + a-MSH (barra preta). Dados representam
média + erro padrdo, *p<0,05 a-MSH é significativamente menor que o grupo salina, **p<0,05 o-

MSH é significativamente menor que 0 grupo agouti.

5.7 — Avaliagdo da intensidade de fluorescéncia e disposi¢éo das fibras coldgenas do tipo

I e II1 40 dias apos realizacio da lesdo e injecio de a-MSH.

A andlise histopatoldgica das imagens coradas com tricromatico de Gomori
demonstrou a ocorréncia de uma melhor deposicdo de fibras coldgenas no grupo a-MSH.
Logo, uma anélise mais detalhada das fibras de colageno I e Il foi realizada. Para isso, as
feridas coletadas, 40 dias ap6s sua realizacdo e fixadas em DMSO/Metanol, foram submetidas
as etapas de preparacdo da tecnica de imunofluorescéncia, como descrito em materiais e
métodos.

Embora a intensidade de fluorescéncia para coladgeno | seja semelhante entre os

grupos, figura 15G, a disposicdo das fibras ndo é igual. As fibras presentes no grupo salina,
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figura 15B, sdo mais longas, mais delgadas e mais compactadas quando comparadas com as
da pele intacta, figura 15A, além de estarem dispostas paralelamente entre si. O grupo a-
MSH, figura 15C, apresenta caracteristicas intermediarias, sendo o que mais se assemelha ao
grupo pele intacta, uma vez que apresenta fibras mais espessas e emaranhadas quando
comparado ao grupo salina.

Com relagdo ao colageno III, o grupo a-MSH apresentou uma intensidade de
colageno Il significativamente maior que os outros grupos, figura 16G. As fibras de colageno
III no grupo a-MSH, figura 16C, também apresentam caracteristicas intermediarias, sendo
mais espessas e emaranhadas, quando comparadas as do grupo salina, figura 16B, e por issi
mais semelhantes as da pele intacta, figura 16A.
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Figura 15 - Injecdo de 1,0 mg/kg de a-MSH néo altera a intensidade de colageno | presente na
area de cicatriz 40 dias ap0s realizacdo da ferida. Imunofluorescéncia com anticorpos anti-colageno
I em animais representativos de um dos grupos pele intacta (A), lesdo + injecdo de salina (B), leséo +
injecdo de a-MSH (C). Intensidade de fluorescéncia (G) para colageno | realizada em pele intacta
(barra com linhas diagonais) ou 40 dias apés a realizacdo da lesdo + injecdo de salina (barra branca),
lesdo + injecdao de a-MSH (barra preta). As imagens representadas em D-F sdo correspondentes as
imagens A-C, antes daexcitacdo pelo laser.Dados representam a média * erro padrdo. Barra de escala

=20pm.
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Figura 16: Injecdo de 1,0 mg/kg de a-MSH aumenta a intensidade de fluorescéncia e altera a
disposicdo das fibras colagenas do tipo Il na area de cicatriz 40 dias ap0s realizacdo da lesao.
Imunofluorescéncia com anticorpos anti-colageno Il em animais representativos de um dos grupos
pele intacta (A-D), lesdo + salina (B-E), lesdo + injecdo de a-MSH (C-F). Intensidade de fluorescéncia
para colageno Il realizada em pele intacta (barra com linhas diagonais) ou 40 dias ap6s a realizacdo
da lesdo + injecdo de salina (barra branca), lesdo + injecdo de a-MSH (barra preta). As imagens
representadas em D-F sdo correspondentes as imagens A-C, antes da excitacdo pelo laser. Dados
representam a média + erro padrdo, *p<0,05 a-MSH é estatisticamente diferente do grupo pele intacta,

#p<0,05 a-MSH é estatisticamente diferente do grupo salina. Barra de escala = 20um
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5.8 — Determinacdo do numero de fibroblastos presentes na area de cicatriz 40 dias ap06s

realizacdo da lesédo e inje¢do de a-MSH ou proteina agouti.

Como o grupo injetado com o neuropeptideo a-MSH apresentou uma maior deposi¢ao
de colageno IlI, figura 16, foi realizada a anélise morfométrica para determinagdo do nimero
de fibroblastos presentes na area de cicatriz 40 dias apds a realizacdo da lesdo. Para isso foram
contados dez areas de 100 um?2 cada, em um corte histolégico, com auxilio de um reticulo,
como descrito em materiais e métodos.

Aos 40 dias ap6s a lesdo o numero de fibroblastos ndo apresentou uma diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos, figura 17

2.5-
R
S 20- [ Salina
cfi L Agouti
% 1.55 B o-MSH
3
0 1.0+
©
8
-_§ 0.5=
i
00 Y

Figura 17 - Injecdo de 1,0 mg/kg de a-MSH ou 125 mg/kg da proteina agouti ndo altera o
namero de fibroblstos na area de cicatriz 40 dias apés a lesdo. . Analise morfométrica do nimero
de fibroblastos presentes na area de cicatriz 40 dias ap6s a ferida nos grupos lesdo + salina (barra
branca), lesdo + agouti (barra pontilhada) e lesdo + a-MSH (barra preta). Dados representam média +

erro padréo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.



59

5 —DISCUSSAO

O peptideo a-MSH apresenta uma intensa agdo anti-inflamatoria, demonstrada em
varios modelos in vivo e in vitro que pode ser desencadeada através de vias neurogénicas
descendentes ativadas por meio de sua ligacdo a receptores de melanocortinas localizados no
sistema nervoso central, em células do sistema imune ou em outros 6rgdos(Brzoska et al,
2008). Na pele, a expressdo de a-MSH e do seu receptor MC-1R foi demonstrada durante as
fases inicias do processo de cicatrizagdo de feridas, tanto em queratindcitos quanto em células
inflamatorias(Muffley et al, 2011). Entretanto o efeito da injecdo deste peptideo na
cicatrizacdo de lesbes cutaneas ainda ndo havia sido avaliada. Como a dose de o-MSH
utilizada em cada trabalho encontrado na literatura é muito variavel, neste estudo foi
necessario padronizar a dose de a-MSH a ser utilizada para avaliagdo de seus efeitos anti-
inflamatorios durante do reparo de feridas de pele.

Hiltz and Lipton, em 1990, mostraram que a injecdo i.p. de 1,0 mg/kg de a-MSH
reduziu a inflamacdo aguda induzida pela injecdo de carragenina na pata de camundongos.
Aqui mostramos que a inje¢do de 1,0 mg/kg de a-MSH, por via i.p., 30 minutos antes da
realizacdo das feridas cutaneas, reduziu significativamente o infiltrado leucocitario presente
na area da lesdo, figura 6. Além disso, assim como mostrado para 0 modelo de inflamacéo
aguda(Hiltz and Lipton 1990), em nosso trabalho vimos que a injecéo de 0,5 mg/kg de a-MSH
ndo altera o nimero de células inflamatdrias na area de reparo, figura 6. Por outro lado,
Lipton e colaboradores, em 1991, demonstraram que doses inferiores a 0,5 mg/kg,
administradas diretamente nos ventriculos cerebrais, eram capazes de inibir o edema na orelha
de camundongos BALB/C induzido por cloreto de picrila (Lipton et al, 1991).

Os trabalhos in vivo desenvolvidos com o horménio a-MSH sdo muito diversos no
que diz respeito as vias de administracdo do referido neuropeptideo. Vaérias vias, tais como
intraperitonial, endovenosa, intracerebroventricular, subcutanea, tdpica, entre outras sdo
descritas na literatura. Nos ainda ndo testamos o efeito da injecdo de a-MSH no reparo das
lesbes cutaneas por outras vias diferentes da intraperitonial, mas achamos que é também
importante testar o efeito da administracédo topica apos a realizacdo das feridas na pele.

Embora nos trabalhos de Hiltz and Lipton, em 1990, doses maiores que 1,0 mg/kg
apresentaram resultados semelhantes a dose de 1,0 mg/kg, nos nossos experimentos a dose de
2,5 mg/kg de a-MSH néo reduziu o numero de células inflamatorias na area da leséo, figura 6.

Este dado ndo é inesperado porque as acdes de hormdénios podem ocorrer em faixas de
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concentragfes Otimas, podendo inclusive haver um efeito de feedback negativo acima de
determinadas concentracbes (Walker et al, 2012). Por isso ndo avaliamos 0s outros
parametros do processo de reparo utilizando doses maiores que 1 mg/kg de a-MSH.

Além de reduzir o infiltrado leucocitario no terceiro dia apds a lesdo o a-MSH
também reduziu outros sinais inflamatorios como descrito em resultados. Os efeitos anti-
inflamatorios desencadeados pelo peptideo a-MSH podem ser provenientes da inibicdo da
ativacdo do fator de transcricdo NF-xB(Manna and Aggarwal 1998), da producéo de citocinas
proinflamatorias (Bohm et al, 1999; Luger et al, 1993; Rajora et al, 1997), de mediadores
inflamatorios, tais como prostaglandina (Nicolaou et al, 2004) e histamina (Adachi et al,
1999), bem como pela inducdo da expressdo de citocinas supressoras, tal como IL-10
(Bhardwaj et al, 1997; Redondo et al, 1998). Além disso, ja foi demonstrado que a-MSH
suprime 0s niveis de expressdao das moléculas de adesdo E-selectina, VCAM(Kalden et al,
1999), ICAM-1(Morandini et al, 1998). Essas alteracdes poderiam explicar a reducdo de
células inflamatérias presentes na area da ferida.

Se a redugdo do infiltrado leucocitério desencadeado pela inje¢do de a-MSH esta
capacidade destas células aderirem, rolarem e transmigrarem pelo endotélio, bem como
migrarem no espagco intersticial em direg&o ao foco da inflamacdo ainda ndo foi esclarecido. A
analise da expressdo de moléculas de adesdo e de quimiocinas podera ajudar a elucidar os
mecanismos envolvidos neste efeito anti-inflamatorio da inje¢do intraperitoneal de a-MSH em
lesbes cuténeas.

Em nosso trabalho, através da injecdo de agouti 30 minutos antes da realizacdo das
feridas cuténeas, procuramos verificar se o bloqueio da ligagao de a-MSH enddgeno aos
receptores MC-1R e/ou MC-4R teria um efeito pro-inflamatério. Nossos resultados nao
mostraram alteracdo significativa no nimero de leucécitos e de mastocitos no terceiro dia
apos a lesdo, figuras 8 e 9. No entanto, como descrito nos resultados outros sinais
inflamatdrios estdo aumentados em relacdo ao grupo controle, o qual recebeu injecdo de
salina antes da lesdo. Assim, 0s resultados encontrados demonstram que a proteina agouti,
injetada por via intraperitoneal, pode impedir a manifestacdo de alguns efeitos anti-
inflamatdrios de a-MSH. Seria interessante avaliar se a injecdo de doses diferentes da proteina
agouti pode modificar o nimero de leucocitos durante o reparo de lesGes cutaneas.

Evidéncias da expressdo de MC-3R e MC-5R em células do sistema imune, tais

como macréfagos, linfécitos e mastécitos, sugerem que eles possam mediar alguns dos efeitos
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anti-inflamatorios do a-MSH (Brzoska et al, 2008; Buggy 1998; Getting et al, 2003). Isto
poderia explicar o motivo pelo qual o nimero de leucdcitos e mastécitos encontrado no grupo
injetado com a proteina agouti ndo é significativamente maior que os encontrado no grupo
injetado com salina, porém informacgdes sobre a expressdo destes receptores durante do
processo de reparo de feridas cutaneas sdo desconhecidas. Seria entdo interessante determinar
quais dos receptores de melanocortinas apresentam uma expressao mais significativa para este
modelo.

Grutzkau e colaboradores, em 2000, demonstraram, in vitro, que o horménio a-MSH
é capaz de induzir a liberacdo de histamina em mastdcitos purificados da pele humana, porém
a liberacdo de algumas citocinas, tais como IL-1B, TNF-a, ¢ TGF-B, bem como de alguns
fatores de transcricdo, tais como NFkB ndo foram detectados(Grutzkau et al, 2000).
Contrariamente aos resultados de Grltzkau e colaboradores, Adachi e colaboradores, em
1999, mostraram que oa-MSH é capaz de inibir a liberacdo de histamina por mastocitos
murinos em cultura. Assim, estudos mais detalhados sdo necessarios para elucidar melhor a
relacdo existente entre mastocitos e o horménio a-MSH, principalmente em modelos in vivo.

Wulff e colaboradores, em 2012, demonstraram que em animais deficientes para
mastécitos (Kit ") ha uma reducdo na formacéo de cicatriz, 7 e 10 dias ap6s a realizagdo da
lesdo. Além disso, estes mesmos autores mostraram que a pele de embriGes de camundongos,
no 15° dia de desenvolvimento, periodo no qual eles reparam sem a formacdo de cicatriz,
contém um menor ndmero de mastocitos/mm? que a pele de embrides no 18° dia de
desenvolvimento, onde ocorre 0 reparo com cicatrizacao.

Uma vez que o reparo de feridas cutaneas em camundongos deficientes em
mastocitos resultou na formagéo de uma menor area de cicatriz(Wulff et al, 2012) é provavel
que a reducdo do numero de mastocitos encontrada no grupo injetado com o horménio a-
MSH possa ter contribuido diretamente para a reducdo da area de cicatriz observada 40 dias
apos a realizacédo da leséo, figura 10.

A reducdo do numero de macrofagos presentes na area da lesdo, durante a fase
inflamatoria do processo de cicatrizagdo de feridas, tambem resulta na redugdo da area de
cicatriz(Lucas et al, 2010). Assim, seria interessante realizar uma analise diferencial do
infiltrado leucocitario para se determinar se os efeitos anti-inflamatorios do a-MSH foram
mais pronunciados em algum grupo de células.

Além da area da cicatriz outro aspecto que deve ser avaliado no processo de
cicatrizacdo € a composicdo e disposicdo das fibras da MEC. Embora o numero de
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fibroblastos, 3 dias ap0s a realizagdo da ferida, tenha se mantido semelhante para todos os
grupos, uma diferenca bem acentuada na deposicao das fibras de colageno pode ser observada
40 dias apods a leséo, figura 11. As fibras colagenas depositadas na area de cicatriz do grupo
controle injetado com salina sdo mais longas, delgadas e paralelas, ja as presentes no grupo
pele intacta sdo mais curtas, espessas e dispostas em forma de rede. As fibras encontradas no
grupo a-MSH apresentam caracteristicas intermediarias uma vez que sdo mais menores, mais
espessas e emaranhadas, porém ndo apresentam-se tdo definidas e nitidas quanto as
encontradas na pele intacta, figuras 12, 13 e 14. O grupo agouti também apresentam fibras
mais longas, finas e dispostas paralelamente a epiderme.

Embora ndo haja uma diferenga significativa no nimero de fibroblastos 3 e 40 dias
apos a lesdo, figuras 6 e 17, ou seja, na fase inflamatoria e de remodelamento do processo de
reparo, pode haver diferencas no estado de ativacdo destas células e, neste caso, a
quantificacdo de fibroblastos pode ndo resultar em diferenca estatisticamente significativa em
qualquer momento do processo de reparo.

A comparacao entre o reparo de feridas cutaneas em fetos e adultos, que pode levar a
um feno6tipo mais regenerativo ou de formacdo de cicatriz, respectivamente, mostra um
grande numero de diferengas nos varios estagios deste processo. Nas fases iniciais observa-se
a formacdo de um intenso processo inflamatério, com altos niveis de neutréfilos, macréfagos
e mastdcitos em feridas de adultos, enquanto em fetos o processo inflamatério € minimo.
Além disso, a comparacdo da matriz extracelular formada na regido das feridas de fetos e
adultos mostra significativas diferencas em relacdo a morfologia e constituicdo das fibras
colagenas. Enquanto fetos restauram o padrdo de disposi¢édo das fibras colagenas encontrado
nas regides ndo lesadas, em adultos isto ndo é observado. Além disso, as feridas fetais
apresentam maiores niveis de colageno do tipo Ill, quando comparados as feridas de
adultos(Leung et al, 2012). Embora alta, esta deposicao de colageno Il ndo é excessiva, 0 que
pode ser explicado por um rapido turnover dos componentes presentes na MEC(Rolfe and
Grobbelaar 2012). O colageno | é o tipo predominante tanto em fetos quanto em adultos,
porém a pele reparada em fetos apresenta uma relagdo coladgeno 111/1 maior que a regido de
cicatriz em adultos(Namazi et al, 2011).

Em nossos resultados mostramos que a arquitetura das fibras colagenas presentes no
grupo a-MSH apresenta alteracdes quando comparadas as encontradas no grupo salina. No
primeiro elas encontram-se mais curtas, espessas e entrelacadas, indicando que este horménio

proporciona uma melhora no arranjo da matriz extracelular. Além disso, o grupo que recebeu
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a-MSH apresenta uma quantidade de colageno Il maior que a encontrada na propria pele
intacta, o que pode ser interpretado de duas maneiras: primeira, o hormoénio a-MSH melhora o
processo de reparo de tal maneira que restaura, parcialmente, o padréo encontrado na pele de
fetos. Neste sentido todos os beneficios relacionados a deposicédo de fibras colagenas do tipo |
seriam mantidos, uma vez que a quantidade desta fibra ndo foi alterada entre os grupos.
Segunda, a maior quantidade de fibras colagenas do tipo Il na area de reparo de individuos
do grupo a-MSH pode refletir uma imaturidade da matriz extracelular relacionada a uma
alteracdo da cinética de remodelamento o que indica a necessidade de analisar a regido em um
periodo posterior.

Alguns trabalhos tém proposto que o peptideo a-MSH apresenta uma atividade
antifibrogénica. Bohm e colaboradores, em 2004, mostraram que o peptideo a-MSH é capaz
de reduzir a producdo de colageno | induzida na pele de camundongos Balb/c pela injecéo de
TGF-B, 4 dias apds a injegdo do mesmo. Além disso, Kokot e colaboradores, em 2009,
demonstram que o a-MSH suprime a sintese de coldgeno | e Ill induzida por bleomicina, in
vitro e colageno I in vivo, usando o modelo de escleroderma, 3 semanas ap06s sua inducao.

Nossos resultados ndo mostraram alteragcdes na quantidade de colageno |,
diferentemente do que foi relatado em alguns trabalhos encontrados na literatura. Porém,
nestes existem muitas variagdes com relacdo aos modelos usados para o estudo, as vias de
administracdo, & idade dos animais e ao periodo de andlise do efeito da administragdo de a-
MSH. Nos trabalhos de B6hm e colaboradores(Béhm 2004), foram utilizados animais recém-
nascidos ea sintese de coladgeno foi avaliada apenas 4 dias apés a injecdo TGF-B. Neste
mesmo trabalho, os autores afirmam que o conteudo de hidroxiprolina ndo pode ser realizado
por se encontrar abaixo do limite de deteccdo, ao contrario do que é encontrado para animais
adultos. Da mesma forma os trabalhos de Kokot e colaboradors utilizaram animais mais
jovens, com seis semanas de idade e avaliaram, in vivo, apenas a quantidade de colageno I, 3
semanas apo6s a indugdo do modelo de escleroderma.

A idade influencia de maneira direta o reparo de feridas, principalmente no que diz
respeito a constituicdo da nova matriz extracelular (Whitby and Ferguson 1991). Além disso,
0 processo de cicatrizacdo de feridas apresenta fases nas quais eventos marcadamente
diferentes acontecem e influenciam diretamente os resultados observados em momentos
determinados.

Os resultados aqui apresentados sobre a deposi¢do de coldgeno foram obtidos a partir

da realizagdo de feridas em animais adultos, as quais foram analisadas em um periodo mais
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avancado do processo de reparo, 40 dias apds realizagdo das mesmas. Além disso, a afirmacao
de que o a-MSH apresenta caracteristicas antifibrogénicas nos modelos in vivo foi baseada
apenas na quantificacdo de fibras colagenas do tipo I. Enquanto que nossos resultados
apresentam uma analise morfologica da arquitetura das fibras de colageno | e 111, bem como a
quantificacdo de ambas.

Um outro aspecto que ainda deve ser considerado é que 40 dias ap6s a realizagdo das
lesGes, todos os grupos apresentavam um fechamento completo das areas. Porém se ha uma
diferenca na velocidade de fechamento entre o periodo de 3 a 40 dias, ainda precisa ser
determinado.

Assim, os resultados e discussdes aqui expostos demonstram que o neuropeptideo a-
MSH ¢é capaz de melhorar o processo de reparo de feridas cutdneas realizadas em
camundongos C57BL/6 adultos, além de fornecer novos direcionamentos e questionamentos
para o estudo do processo de reparo de feridas e sua relagédo com os sistemas nervoso, imune e
enddcrino, o chamado sistema neuroimunoenddcrino.Seria interessante investigar se a
aplicagdo de a-MSH posteriormente a realizacdo da lesdo, bem como repetidas vezes,
resultaria em eventos anti-inflamatorios semelhantes, mais ou menos intensos que 0S
observados. Mais interessante ainda seria descobrir se a injegdo de a-MSH em animais

diabéticos apresenta efeitos similares, melhorando a cicatrizag&o.
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7 — CONCLUSOES

A injecdo de 1,0 mg/kg do neuropeptideo a-MSH diminuiu o processo inflamatoério
ocorrido durante as fases iniciais do reparo de feridas cutaneas reduzindo, 40 dias depois, a
extensdo da area de cicatriz e aumentando a deposi¢éo de colageno IlI.

A injecdo de 125 mg/kg da proteina agouti ndo bloqueou completamente os efeitos
anti-inflamatorios do peptideo a-MSH enddgeno, mas alterou o padréo de deposic¢éo de fibras

colagenas, resultando na formacdo de uma matriz extracelular mais frouxa.
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